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Resumen
Trulls, H.E.; Brem, J.J.; Sánchez Negrette, M.; Pochon, D.O.; Ortíz, M.L.: Acción 
tóxica del tetratiomolibdato de amonio sobre el tejido testicular en ratas. Rev. vet. 19: 
2, 125–129, 2008. La acción tóxica del molibdeno, por sí mismo o por su interacción con 
el metabolismo del cobre, podría ocasionar trastornos sobre diversos tejidos. Con el fin de 
provocar una deficiencia secundaria de cobre, se procedió al agregado de tetratiomolibdato 
de amonio (TTMo) en la dieta de ratas, para evaluar sus efectos sobre la función reproduc-
tiva. En rumiantes, la toxicidad del Mo es provocada por la formación de tetratiomolibdatos 
por la microflora ruminal. Con este producto sintetizado in vitro, se pudo reproducir la en-
fermedad en ratas que, como el resto de los monogástricos, son particularmente resistentes 
a la intoxicación natural del Mo por carecer del ambiente digestivo adecuado para dicha 
transformación. Para lograr el objetivo propuesto, se valoró la respuesta de la testosterona 
tras el estímulo de gonadorrelinas (GnRH) y mediante estudios anatomohistopatológicos se 
determinó la integridad estructural del tejido testicular. Se utilizaron 40 ratas de sexo macho 
de la cepa Wistar, de 3 meses de edad; los grupos tratados recibieron durante 120 días dosis 
de 3 mg de TTMo/100 ml de agua de bebida. En este ensayo de molibdenosis experimental 
se logró una sintomatología clínica y bioquímica compatible con una deficiencia secundaria 
de cobre. Las diferencias entre grupos tratados y testigos en la respuesta de testosterona 
después de la inyección de GnRH, fueron significativas, indicando una función endocrina 
comprometida. Los ejemplares tratados revelaron disminución del tamaño testicular, túbulos 
seminíferos con fenómenos degenerativos del epitelio germinal, necrosis y desaparición de 
espermátides y espermatozoides. Algunos testículos presentaban únicamente espermatogo-
nias y células de Sertoli con fenómenos de vacuolización citoplasmática, picnosis nuclear y 
células gigantes fagocíticas multinucleadas. Las lesiones en el tejido intersticial se caracteri-
zaron por fibrosis leve y depleción de células intersticiales de Leydig.
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Abstract
Trulls, H.E.; Brem, J.J.; Sánchez Negrette, M.; Pochon, D.O.; Ortíz, M.L.: Toxic action 
of ammonium tetrathiomolybdate on testicular tissue, in rats. Rev. vet. 19: 2, 125–129, 2008. 
Molybdenum toxicity may cause disturbances on several tissues either by itself or through 
its interaction with copper metabolism. To develop a secondary copper deficiency, tetrathio-
molybdenum (TTMo) was supplemented to male rats to evaluate its effects on reproductive 
performance. In ruminants, Mo toxic action is due to the production of tetrathiomolybdates 
by ruminal microflora. With this in vitro synthesized metabolite, it was possible to reproduce 
this ruminant disease syndrome in rats, a monogastric species that is particularly resistant 
to the natural intoxication of Mo, considering the inappropriate digestive environment for 
such transformation. The objective of this work was to measure testosterone response after 
gonadorreline (GnRH) injections, as well as to perform anatomopathologic studies to deter-
mine the structural integrity of testicular tissues. Forty male 3 months–old Wistar rats, were 
used. Treated group received daily doses of 3 mg of TTMo/100ml in drinking water during 
120 days. In this experimental molybdenosis assay, clinical and biochemical symptomatolo-
gies were correlated with a secondary deficiency of copper. The differences between treated 
and control groups regarding to testosterone response after GnRH injection were significant, 
showing an abnormal endocrine function. Morphological studies of other two lots showed 
a decrease in testicular size of treated animals, and seminiferous tubules with degenerative 
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phenomena of the germinal epithelium, necrosis and spermatozoid absence. Some testicles 
presented only spermatogonia and/or Sertoli cells with citoplasmatic vacuolation, nuclear 
picnosis and multinucleated phagocytic gigant cells. Lesions of the interstitial tissue were 
mild fibrosis and depletion of Leydig interstitial cells.
Key words: rat, molybdenosis, copper deficiency, testosterone, testicular damage.
INTRODUCCIÓN
Altos niveles de molibdeno dietario en rumiantes 
pueden ocasionar, por sí mismos o a través de su inte-
racción sobre el metabolismo del cobre, diversos tras-
tornos, entre ellos reproductivos, tanto en machos como 
en hembras 2, 3, 9, 10, 13, 14 . La molibdenosis es también co-
nocida con el nombre de hipocuprosis secundaria, defi-
ciencia secundaria de cobre o deficiencia condicionada 
de cobre. Afecta la producción ganadera en grandes re-
giones de Argentina y otras partes del mundo. Diversos 
trastornos de la reproducción han sido asociados con 
deficiencias primaria y secundaria de cobre en bovinos. 
La suplementación con Cu ha dado resultados muy dis-
pares; en algunos casos fueron exitosos 6, 17 y en otros 
no se pudieron observar respuestas favorables 16, 19 .
Por otro lado, desequilibrios hormonales del eje hi-
potalámico–hipofisario–gonadal han sido imputados al 
efecto per se del molibdeno, antes que a la disminución 
de la reserva orgánica de cobre 1, 15 . La libido del macho 
depende del soporte endocrino dado por la testosterona 
secretada por las células intersticiales de Leydig por ac-
ción de LH hipofisiaria, en respuesta al factor liberador 
de LH hipotalámico (GnRH). En 1951 se observaron 
lesiones testiculares en toros de raza Holstein someti-
dos a dosis altas de molibdeno 18 . Estudios con tetra-
tiomolibdato (TTMo) realizados en ratas demostraron 
que esta especie resultó ser un modelo experimental 
adecuado de la molibdenosis en monogástricos, ideal 
para trabajar en condiciones mejor controladas respec-
to a las especies mayores 4, 7 .
En el presente ensayo se propuso valorar el nivel 
de testosterona tras el estímulo de GnRH, así como 
evaluar la integridad estructural del testículo de ratas 
sometidas a una dieta complementada con TTMo.
MATERIAL Y MÉTODOS
Para evaluar los efectos tóxicos generales del 
TTMo sobre los animales, se consideraron como pará-
metros de referencia aquellos que resultaron de utilidad 
en otros trabajos 4, 5 , como ser sintomatología clínica 
(diarrea y pérdida del estado nutricional), evolución del 
peso corporal (dos veces por semana), determinación 
del hematocrito (presencia o no de anemia) y niveles 
de cobre plasmático (hipocupremia) hacia el final de 
la prueba.
Síntesis de TTMo. El tetratiomolibdato de amonio 
utilizado fue obtenido in vitro a partir de heptamolib-
dato de amonio disuelto en amoníaco, burbujeado con 
H2S proveniente de un aparato de Kipp por acción del 
HCl diluido sobre piedras de sulfuro férrico (piritas). El 
producto sintetizado fue caracterizado mediante absor-
ción espectral en UV/visible con un espectrofotómetro 
con módulo digital computarizado marca Perkin Elmer 
modelo Lambda 25. El seguimiento de las densidades 
ópticas se realizó desde 230 nm hasta 510 nm, con in-
tervalos de 5 nm, comprobándose el grado de pureza 
mediante los 3 picos característicos de máxima absor-
bancia obtenidos (240, 320 y 470 nm).
Alimentación y tratamientos. Los animales fueron 
alimentados con un balanceado comercial adecuado 
para la especie. Determinaciones químicas realizadas 
en el alimento mediante un espectrómetro de absorción 
atómica GBC Modelo 932–AB, arrojaron los siguien-
tes valores: hierro 33 ppm, cobre 5,1 ppm y molibdeno 
0,40 ppm. Para provocar la deficiencia secundaria de 
cobre, además de la dieta, se le suministró TTMo en 
dosis de 3 mg/100 ml en el agua de bebida, preparada 
diariamente y con consumo controlado (que alcanzó un 
promedio de 25 ml/animal/día). Al relacionar este pro-
medio con el análisis químico del alimento se deduce 
que el lote tratado fue sometido a una dieta con una 
relación Cu:Mo de 1:3 en tanto que en los testigos fue 
de 6:1.
Animales y muestreos. Se utilizaron 40 ratas de 
sexo macho de la cepa Wistar, distribuidas de la si-
guiente manera: a) ensayo para evaluar respuesta de 
testosterona –grupo tratado y grupo testigo n=11 cada 
uno– y b) para estudios anatomohistopatológicos –gru-
po tratado n=10 y grupo testigo n= 8–. El consumo de 
dieta y bebida fue ad libitum y el control de peso se 
efectuó dos veces por semana. Las pruebas fueron ini-
ciadas con animales de 3 meses de edad y con pesos 
corporales homogéneos (200 ± 10 g). Hacia el día 120 
de la prueba se extrajeron muestras de sangre por vía 
intracardíaca, anticoaguladas con EDTA; simultánea-
mente se le inyectaron 0,2 ml de GnRH (ReceptalR, 
Hoechst Roussel Vet) por vía i.m.; transcurridas 2 ho-
ras se les extrajo nuevamente sangre. Ambas muestras 
se utilizaron para determinar los valores basales y de 
respuesta de testosterona tras el estímulo de gonado-
rrelinas. 
Estudio anatomohistopatológico. Se trabajó con 
testículos de grupos tratados y testigos, fijados y proce-
sados según técnicas clásicas para bloques parafinados, 
cortados a un espesor de 5 µm y coloreados con hema-
toxilina–eosina (HyE). Los animales fueron sacrifica-
dos hacia los 4 meses de tratamiento, previa anestesia 
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con éter y sangrados a blanco para 
las determinaciones de hematocrito 
y cupremia. 
Determinaciones químicas. La 
concentración sanguínea de cobre 
se efectuó por espectrometría me-
diante el método de la batocuproína, 
previa desproteinización del suero 
con ácido tricloroacético, lectura 
a 480 nm. El valor de hematocrito 
fue determinado según técnica del 
microhematocrito con centrifuga-
do a 15300 g durante 5 minutos y 
lectura en ábaco. Los niveles de 
testosterona se evaluaron por radio-
inmunoanálisis (RIA) con hormona 
marcada con 125Iodo de alta activi-
dad específica, según técnica del 
doble anticuerpo unido a partículas 
de hierro, con separación magnéti-
ca de las fracciones libre y unida, 
reactivos de Laboratorios Serono. 
La medición de actividad radiactiva 
gamma fue realizada en espectrómetro digital marca 
Alfa Nuclear Modelo ZX,  con contador de pozo con 
cristal de yoduro de sodio activado con talio. 
Análisis estadístico. Las variables peso corporal, 
hematocrito y cupremia (cuantitativas continuas) fue-
ron tratadas mediante estadísticas descriptivas, inter-
valos de confianza de 95% y test “t” de Student. Todas 
las variables paramétricas cumplieron los supuestos 
básicos de normalidad y homogeneidad de la variancia. 
La diferencia entre tratamientos se obtuvo mediante 
análisis de varianza (ANOVA) para un diseño comple-
tamente aleatorio de una sola vía, previa constatación 
de la distribución normal de la población mediante la 
prueba de Shaphiro–Wilk; la homogeneidad de la va-
rianza se verificó mediante la prueba de Bartlett. Para 
comparar el efecto de la hormona en cada grupo (tes-
tigo y tratado), previo y a las 2 horas post–inyección 
de GnRH, se aplicó una prueba de “t” apareada. Para 
medir si los incrementos de la hormona fueron diferen-
tes entre ambos grupos, al no cumplirse el supuesto de 
independencia, los datos fueron tratados mediante un 
análisis de la varianza para medidas repetidas.
RESULTADOS 
Los grupos sometidos a un exceso de molibdeno 
manifestaron pérdidas del estado nutricional y frecuen-
tes diarreas a partir de los 7 a 10 días del ensayo. En 
la Tabla 1 se observa que el grupo tratado, respecto al 
grupo testigo, registró disminución del peso corporal 
y descensos importantes de hematocrito y cupremia al 
final de la prueba. El análisis de la varianza arrojó valo-
res de peso corporal, hematocrito y cupremia con dife-
rencias muy significativas entre tratamientos (p<0,001), 
siendo las diferencias entre medias de 33,3 g, 10% y 
48,2 ug/dl, respectivamente. 
La Tabla 2 muestra que inicialmente no existieron 
diferencias significativas entre los niveles de testoste-
rona de ambos grupos. Sin embargo, a las 2 horas de la 
inyección de GnRH se registraron diferencias signifi-
cativas (p<0,01) de las concentraciones hormonales en-
tre testigos y tratados. Así, las diferencias entre medias 
finales versus iniciales fueron de 0,93 ng/ml en testigos 
y de 0,65 ng/ml en tratados.
El examen macroscópico de los testículos permitió 
observar disminución del tamaño en los animales tra-
tados respecto a los testigos. A la microscopía (Figuras 
1 y 2), en los tratados se observaron túbulos seminí-
feros con severos fenómenos degenerativos caracteri-
zados por encogimiento y colapso tubular, junto a un 
adelgazamiento del epitelio germinal, vacuolización 
citoplasmática, descamación de células germinales, 
picnólisis de los núcleos de los espermatocitos y forma-
ción de células gigantes fagocíticas mononucleadas y 
multinucleadas. En ocasiones, los túbulos presentaron 
únicamente espermatogonias y células de Sertoli. En 
la mayoría de los testículos estudiados no se observa-
ron espermátides ni espermatozoides. Las lesiones en 
el tejido intersticial se caracterizaron por fibrosis leve y 
depleción de células de Leydig. 
DISCUSIÓN
Los valores obtenidos de peso corporal, hematocri-
to y cupremia, demuestran el comportamiento esperado 
en el modelo experimental bajo las condiciones del en-
sayo, tal como fuera comunicado en otros trabajos 4, 5 .
La menor respuesta de testosterona al estímulo de 
GnRH en los animales tratados con molibdeno podría 
deberse a una disminución del cobre tisular, tal como 
fuera observado en estudios realizados sobre el conte-
nido de este mineral en diversos órganos de ratas, en 
Tabla 2. Valores de testosterona (ng/ml) antes y 2 horas después de la 
descarga con GnRh en ambos lotes. 
lotes
testigo (n=11) tratado TTMo (n=11)
previo a las 2 horas previo a las 2 horas
media ± DE 0,44±0,24 1,37±0,82 0,47±0,36 1,12±0,49
IC < del 95% 0,28 0,82 0,22 0,79 
IC > del 95% 0,60 1,92 0,72 1,45
DE= desviación estándar; IC= intervalo de confianza.
Tabla 1. Estadísticas descriptivas del peso corporal, hematocrito y cobre 
sanguíneo en ambos lotes, al finalizar el ensayo.
lotes
peso (g) hematocrito (%) cupremia (µg/dl)
T Mo T Mo T Mo
media ± DE 223,4±12,7 190,1±9,8 39,3±1,7 29,3±6,3 72,0±9,3 23,8±6
IC < del 95% 213,7 182,5 38,1 25,0 60,5 16,3
IC > del 95% 233,2 197,7 40,4 33,5 83,5 31,3
DE: desviación estándar; IC: intervalo de confianza; T: testigo (n=10); Mo: trata-
do con TTMo (n=8).
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los que se demostró la influencia de la edad y del sexo 
en su distribución, dependiendo de las influencias hor-
monales por reducción en la actividad de enzimas Cu–
dependientes 8, 20 . Asimismo, ratas gonadectomizadas 
y tratadas previamente con esteroides y con un com-
plejo Cu–LHRH, mostraron una mayor liberación de 
LH y FSH 11 . Si bien la evaluación en la respuesta de 
testosterona tras estímulo de GnRH es una prueba que 
depende de la liberación previa de LH, se puede inferir, 
sin llegar a descartar lo que pudo haber ocurrido a nivel 
de hipófisis por no haberse podido determinar niveles 
de LH, que la función endocrina testicular estuvo com-
prometida a juzgar por los daños tisulares encontrados 
a este nivel. 
Las lesiones histopatológicas observadas en la ma-
yoría de los testículos estudiados, como ausencia de 
espermátides y espermatozoides, lesiones de fibrosis 
y disminución de células intersticiales de Leydig, son 
similares a las observadas en toros de raza Holstein que 
presentaban ausencia de libido al ser sometidos a dosis 
altas de molibdeno 18 y a las observadas en testículos de 
ratas por acción del molibdato de sodio 12 .
En conclusión, el modelo propuesto de molibdeno-
sis experimental fue idóneo y se logró una sintomato-
logía clínica y bioquímica compatible con deficiencia 
secundaria de cobre. Si bien hubo respuesta de testos-
terona al estímulo de gonadorrelinas en ambos grupos, 
en el tratado fue significativamente menor. Asimismo 
pudo corroborarse la presencia de lesiones testiculares 
importantes poniendo en evidencia una morfofisiología 
testicular comprometida por la acción de la sal de mo-
libdeno utilizada.
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Figura 1. Testículo de animal tratado. Túbulos semi-
níferos atrofiados, con fenómenos degenerativos ca-
racterizados por pérdida de epitelio germinal, necrosis 
y presencia de células gigantes. El intersticio presenta 
escasas células de Leydig (H y E, 200X).
Figura 2. Testículo de animal tratado. Túbulos se-
miníferos (en el centro y a la izquierda de la imagen) 
con fenómenos degenerativos moderados, presencia 
de espermatogonias, células de Sertoli y algunos es-
permatocitos primarios (flechas). Hacia la derecha de 
la imagen (asteriscos) se observa un área con túbulos 
seminíferos encogidos, con pérdida total del epitelio 
germinal (H y E, 100X). 
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